Introduction
I��������� h������������ �� ��� �f �h� ��c����z�� ch���c���-����c� �f h���� ������, ��� �cc��� �� �������� ��v���, ��ch �� �h� ������c, ������� ��� ��c���c���c ��v�� �� � w��� ����� �f ������, ��c������ b�����, c�����c��� (CRC), ���-����� c��� ���� (NSCLC), ��������, �v�����, ���c�����c, ������c, ��� b���� c��c�� ��� ����� c���� c��� c��c����� (1) . I� ��c��� �����, ���� ������� h�v� f�c���� �� �h� h������������ f���� �� ������� ������ ��� ������� ���������� w��h �h� c������������ �h�� �v�������� �f ���������c ���h�� �h�� ������� ����� c���� b� �f c����c�� ����v��c�. N������� ������� h�v� �v������� �h� ������c h������������ �� ������� ������ ��� c������������ ���������� �� � ����� �f ����� ������ ��ch �� b����� c��c�� (2-9), CRC (10-13) ��� NSCLC (14, 15) . ������������� �� ������� ������ ��� ������� ���������� ��� ������ �� �h� f������ �f ��������� �h�������, �����c������ �� �������� �h������� f�� �h� ��������� �f c��c�� (16) .
��w�v��, w��h��� � �����b�� ����� ����� w� c����� ���c�-���� wh��h�� ��ch h������������ ������� �� ��ff����� ��������� �� ����c��c�� �h�����. I� � ���v���� �����, w� ��cc���f���� ����b���h�� �h� �������-����v�� ����� ������ (PDTT) x���-���f� ������ �f c���� c��c����� w��h ����h���c ��� h�����c ���������� (17) . Th� ����� b������c�� ch���c�������c� �f ��ch PDTT x������f� ������, �� ���v������ ���c��b�� (17) , confirmed our hypothesis that such PDTT models would help �� ��v�������� �h� ���������� ��ch����� �f �h� ��ff����c�� �� h������������-������� ����c��c�� �h����� �������� �� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ����������.
I� (1, (17) (18) (19) (20) .
X������f�� f��� �h�� ��c��� �����-��-����� ������� w��� ����w�� �� ���w �� � ��z� �f 200 �� DNA extraction and mutation analyses. DNA w�� �x���c��� from paraffin-embedded samples of colon carcinoma with ����h���c ��� h�����c ����������. F�� �v��� ����� ������, 10-µ� ��c����� w��� ��������, ��� �� ���������� ������������v� 2-µm section was deparaffinized, stained with haematoxylin ��� �����, ��� �����z�� f�� �������� ����h�����. R������ �f ����� ������ w��� ���k��, ��� �h�� ������ w�� �x���c��� w��h 0.2 M ������ h����x��� �� 1 �M �����c �c�� ��� ��������z�� w��h 100 �M T���-TE (�� 6.5). Af��� �x���c����, DNA w�� purified with Qiagen PCR purification kit (Qiagen, Hilden, G������). KRAS ���� �x�� 1 w�� �������� �� c����� 12 ��� 13 w��h ������q���c��� ����� � ���v������ ���c��b�� ����� wh�ch h�� b��� �h�w� �� b� �f ������� �������v��� (21) .
Immunohistochemistry. Selected tumor specimens were fixed in 10% neutral-buffered formalin and embedded in paraffin. Sections (5 µm) were cut, dewaxed, rehydrated, and subjected �� ������� ������v��. Af��� b��ck��� ���������� ����x����� �c��v���, �h� ��c����� w��� ��c�b���� w��h �h� ������� ����-b����� ������� EGFR (1:100) ��� VEGF (1:100) �v�����h� at 4˚C. Immunohistochemistry was performed using the �������v����-b����� ����x����� c�����x ���h�� (L�b V�����, F������, CA). Th� ������ w��� �x������ ��� ������ w��� c������� ����� �� O������ BX60 (O������, J����). S�c����� k��w� �� ����� ������v��� w��� ��c�b���� �� ��ch b��ch ��� ������v� c������� w��� ���� �������� b� �����c��� �h� ������� ����b��� w��h ��������� ����.
Western blotting. Protein expression profiles were analyzed by western blotting as previously described (22) (23) (24) . Briefly, ������� f�� ������b������� w��� �������� b� ������ lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 1% Nonidet P-40, 0.5% ������ ���x�ch�����, 150 �M N�C�, 0.02% ������ �z���, ��� 0.1% SDS] c��������� �������� ��� �h���h����� ��h�b����� (S����, S�. L����, MO) �� �h� ����� ������ h����-enized in fluid nitrogen. After centrifugation at 15,000 rpm at 4˚C for 10 min, the supernatants were collected, and the ������� c��c��������� w�� ���������� ����� B��-R�� ������� ����� k�� (B��-R��, ���c����, CA). P������ �x���c�� �f ����� lysates (30 µg) were added to a loading buffer [10 mmol/l T���-�C� (�� 6. c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� ��� ��������� ��k� c�����b��� �� ��ff����c�� �� �������� �� ����-EGFR �� ����-VEGF �������� �h�������.
Discussion
Th� ���� ������� �f ��v���������� �h� h������������ �� ������� ������ ��� �h��� c������������ ���������� �� �� �v������ �h� �ff�c�� �f ��ch h������������ �� �h� �ff�c�c� �f ����c��c�� �h����� ��� c��c�� ��������' ���������. A� w� h�v� ���v������ �������� (1, 17, 19) , �h� PDTT x������f� ����� wh�ch h�� � ����� ����b���h��� ���h�� ��� � �������� ���������� �� �h� c������������ �������� ����� ������ �� h��������c�� ��������-���� ��� b������c�� b�h�v���, ��ch �� ������� �x��������, ����� b�����k�� ������, ��� ������c ��� ������c ������, h�� �h� ��������� �� b� � ���� �������� �� �ch��v� ��� �������.
I� ��� ���v���� �����, w� ����b���h�� �h� PDTT x���-���f� ������ �f c���� c��c����� w��h ����h���c ��� h�����c ���������� (17) . Th� b������c�� ch���c�������c� �f ��ch PDTT xenograft models, as previously described (17), confirmed our b����f �h�� ��ch PDTT ������ w���� ��� �� ��� ��v���������� �f �h� ���������� ��ch����� �f h������������-������� ����c��c�� �h����� �������� ��ff����c�� �� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ����������. B���� �� �h�� h����h���� ��� c���������� �h�� �h� KRAS ���� ������ �� �h� �h��� ����� ����� ��� ��� w���-����, �h� ���� �������v��� �f b�v�c�z���b (Av�����) �� c��b������� w��h c���x���b �� �h� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� w�� �v������� �� �h�� ����� ����� �h� PDTT x������f� ������.
I� �h� ������� ����� w� ���� ��v��������� �h� h������������ �� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� f�c����� �� �h� c��� ��������� ���hw�� �������� ����� ������h����ch���c�� �������� ��� w������ b�������. W� f���� �h�� �h� �x�������� ��v��� �f EGFR, VEGF, Ak�/�Ak�, ERK/�ERK, MAPK/�MAPK, ��� �TOR/��TOR w��� ��ff����� �� ������� c���� c��c����� ��� ���ch�� ����h���c ��� h�����c ����������, ���h���h �h� KRAS ���� ������ �� ��� w�� w���-����.
W��h ������ �� CRC, �h� �h��������c b���f�� �f EGFR-�������� ����c����� ����b����� ��ch �� c���x���b ��� ����������b h�� b��� ����b���h�� �� v������ ������� (25) (26) (27) . N���b��, �� c���������� w�� �b���v�� b��w��� �h� �x�������� ��v��� �f EGFR ��� �h��������c ��cc��� (25) (26) (27) , ��� �v�� �������� w��h ������ ���������� ��ck��� EGFR �x�������� ��������� �� ����b��� �h����� �� �� �� 25% �f �h� c���� (28) (29) (30) . I� ��� �����, x������f�� �f ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� ��� ��������� to cetuximab ( Fig. 2A-C) . However, no significant difference c���� b� �b���v�� �� �h��� ������ (F��. 2D) ���h���h �h�� h�v� ��ff����� �x�������� ��v��� �f EGFR (F��. 3 ��� 5).
Ac���� � w��� ����� �f h���� ������ ���/�� c��� �����, �x�������� �f VEGF h�� b��� �h�w� �� ���� �� �h� ��v����-���� ��� ���������c� �f � v��c���� ���w��k �h�� �������� ����� ���w�h ��� ����������. M����v��, � ����� ��� ���w��� b��� �f �v����c� ����c���� �h�� b��h VEGF ���� �x�������� ��� �����c���� ��� ����c����� c������ w��h ���� ��������� (31) (32) (33) (34) (35) . ��w�v��, �� c���������� w�� �b���v�� b��w��� �h� �x�������� ��v��� �f VEGF ��� c����c�� ���c���� �f VEGF targeted therapy (36) . Our findings show that primary colon c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c �����-����� h�v� ��ff����� �x�������� ��v��� �f VEGF (F��. 4 ��� 5), b�� �h�� ��� ��������� �� b�v�c�z���b (F��. 2A-C), ��� �� significant difference was observed in these groups (Fig. 2D) .
M����v��, x������f�� �f ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� h�v� ��ff����� �������� ����� �� ��������� �f b�v�c�z���b �� c��b������� w��h c���x���b (F��. 2D) ���h���h ��� x������f�� ��������� �� �h� ����-��h�b����� �f EGFR ��� VEGF (F��. 2A-C). O�� ������� ������������ �h�� ����-��h�b����� �f EGFR ��� VEGF could result in significantly different response rates in primary c���� c��c����� ��� c������������ ���������� �f �h� EGFR ��� VEGF �x�������� ��v��� ��� ��ff����� �� �h��� ������. O�� ������� ����c��� �h�� h������������ �� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� ��� ������ �� ��ff����c�� �� �������� �� ����-��h�b����� �f EGFR ��� VEGF.
I� �h�� �����, w� ��v��������� h������������ �� ������� c���� c��c����� ��� ��� c������������ ����h���c ��� h�����c ���������� f�c����� �� �h� c��� ��������� ���hw�� ��������, ��� w� f���� �h�� �h� ��v��� �f EGFR, VEGF, Ak�/�Ak�, ERK/ �ERK, MAPK/�MAPK, ��� �TOR/��TOR w��� ��ff����� �� ������� c���� c��c����� ��� ���ch�� ����h���c ��� h�����c ����������. F���h������, w��h �h� h��� �f PDTT x������f� ������, w� ������������ �h�� ��ch h������������ w���� ������ �� ��ff����� ��������� �� ����-EGFR ��� ����-VEGF �������� �h�������. Th� PDTT x������f� ����� c���� b� � ���� in vivo ���� �� �x����� wh��h�� �h� ������� ������ ��� c������������ ���������� h�v� ��ff����� ��������� �� �h� ���� ����c��c�� �����.
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